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OBJETIVO: Estudar a possível influência neurotrófica do nucleotídeo cíclico 
adenosina monofosfato (AMPc) na regeneração do nervo facial de ratos Wistar. 
MÉTODO: Trinta e dois animais foram submetidos à transecção completa e sutura 
imediata do nervo facial direito, sendo divididos em expostos e não expostos à 
aplicação tópica de AMPc, com análises comportamentais (movimentação de 
vibrissas e fechamento da rima palpebral) e histométrica (contagem de fibras 
mielinizadas) em dois períodos - 14 e 28 dias após a lesão. RESULTADO: 
Encontramos diferenças estatísticas (p<0,05) na análise comportamental, no 14º 
dia, e na análise histométrica, nos 14º e 28º dias, sugerindo uma precocidade na 
regeneração do nervo facial exposto ao AMPc. CONCLUSÃO: Nosso estudo 
















O famoso livro de anatomia humana Gardner/Gray/O´Rahilly define que a 
mímica facial é exercida por 22 grupos musculares derivados do segundo arco 
branquial, os quais, em conjunto, permitem as quase que infindáveis formas de 
expressões humanas (O´Rahilly, 1988). Todos esses músculos são inervados pela 
divisão motora do 7º nervo craniano - o facial. Se isto não fosse suficientemente 
enfático para demonstrar a importância deste nervo, ele é ainda responsável pela 
motricidade de músculos cervicais, pela eferência do reflexo estapediano, pela 
inervação sensitiva de parte da orelha externa, por parte da capacidade sensorial 
gustativa e pelo controle autonômico de glândulas exócrinas. Assim, considerando 
todas as possibilidades funcionais desempenhadas por nervos (motora, sensitiva, 
sensorial e autonômica), o nervo facial assume todas elas. Trata-se de um nervo 
completo no sentido “literal” da palavra: “adjetiva ao que não falta nada no que 
pode ter” (Ferreira, 1994). 
A lesão do nervo facial proporciona graves disfunções, com impactos 
cosméticos, funcionais e psicológicos nas pessoas acometidas (Bento e Miniti, 1989; 
Testa e Fukuda, 1993; Kohmura et al, 1999; Choi e Dunn, 2001). As deficiências sensorial, 
sensitiva e autonômica, em geral têm importância menor, já que as inervações 
contralateral e por outros nervos acabam por minimizá-las. Porém, no aspecto 
motor, uma lesão do nervo facial se faz sentir em toda sua magnitude, devido à 
quase exclusividade da sua distribuição homolateral, bem como por uma 
exteriorização dramática na face do paciente. Funcionalmente prejudica a 
mastigação, a proteção ocular, a fala e as manifestações emocionais tão 
características na comunicação humana, gerando graves discriminações que uma 
pessoa de rosto disforme sofre em nossa sociedade. 
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Desde 1881 já encontramos relatos de tentativas, ainda que com resultados 
pouco expressivos, de correções cirúrgicas de nervos faciais lesados, mas é só 
em 1927 que Bunnel reporta um caso de sucesso (Gluck, 1881; Bunnel, 1927). Muito se 
deveu aos dois grandes conflitos bélicos mundiais do século passado no estudo 
das lesões de nervos (Davis et al, 1945). Na Primeira Guerra Mundial, descreveram-
se particularmente os achados de exame físico e métodos diagnósticos para estas 
lesões, mas pouca atenção se deu à sua reparação. Na Segunda Guerra Mundial, 
adotou-se como regra um maior cuidado na descrição médica do tipo de lesão e 
reparação efetuadas, culminando, em 1942, no “Senior Consultant in Neurologic 
Surgery to the European Theater of Operations”, no qual já se defendia a sutura 
alinhada, pouco tensa e precoce. Discutia-se também o uso de sulfonamida tópica 
para propiciar um melhor resultado funcional. Já era na época uma maneira de 
procurar otimizar o procedimento. 
Muito se avançou nestes anos, porém as técnicas atuais em relação à 
reparação de nervos faciais lesados ainda apresentam resultados ímpios (Bento e 
Miniti, 1989; Gilad et al, 1996; Toriumi et al, 1997; Choi e Dunn, 2001). À parte aos estudos 
sobre a técnica cirúrgica em si, diversos fatores vêm sendo estudados para tentar 
melhorar os resultados da regeneração de nervos periféricos após lesões. Levi-
Montalcini e Hamburger (1951) observaram que alguns tumores eram capazes de 
induzir o crescimento exacerbado de nervos periféricos, aventando que os 
mesmos deveriam produzir substâncias endógenas para tal. Desde então, lesões 
de nervos faciais são utilizadas em paradigmas experimentais para se estudar o 
efeito de diversos fatores físicos, químicos e biológicos sobre a sua regeneração. 
Pesquisas já demonstraram efeitos positivos na recuperação destas lesões 
quando realizada a exposição dos animais a pulsos eletromagnéticos, a realização 
de implante de células no local da lesão e a aplicação tópica e/ou sistêmica de 
diversas substâncias como “nerve growth factor”, “fibroblast growth factor”, “glial 
derived neurotrophic factor”, “platelet derived growth factor”, “insulin-like growth 
factor 1”, “ciliary neurotrophic factor”, testosterona, estradiol, nimodipina, “brain 
derived neurotrophic factor” e poliaminas, entre outras (Sendtner et al, 1990; Jones, 
1993; Kinderman e Jones, 1994; Lindsay, 1995; Gilad et al, 1996; Toriumi et al, 1997; Byers et al, 
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1998; Kohmura et al, 1999; Mattsson et al, 1999; Choi e Dunn, 2001; Guntina-Lichius et al, 2001; 
Jones et al 2001).  Hefti (1994) definiu como fatores neurotróficos as proteínas capazes 
de regular a sobrevida e a diferenciação de células neurais, o desenvolvimento e a 
manutenção da integridade do sistema nervoso e a plasticidade neuronal. 
Atualmente se questiona tal definição, uma vez que não só proteínas exercem 
esta função neurotrófica, como também se reconhecem outras propriedades 
desses fatores, como a de serem facilitadores do crescimento neural, auxiliadores 
na ramificação nervosa, indutores do anabolismo neuronal, moduladores da 
neurotransmissão e da condutibilidade elétrica (Oliveira e Bernal, 2002).  
O nucleotídeo adenosina monofosfato cíclico (AMPc) é derivado de um anel 
de purina, sendo formado a partir da adenosina trifosfato, pela adenilato ciclase, e 
degradado em adenosina monofosfato (AMP) pela fosfodiesterase (ver ANEXO I) 
(Martin Jr, 1982). Desde a descrição de sua estrutura molecular em 1957 por 
Sutherland e Rall, o sistema de resposta mediado pelo AMPc foi comprovado em 
todas as células eucariotas, e a sua enzima formadora foi isolada em todos os 
tecidos de mamíferos já testados (Rall, 1982; Darnell et al, 1990). Ocupa hoje o papel de 
principal mensageiro intracelular na resposta a diversos estímulos metabólicos 
(Darnell et al, 1990; Junqueira e Carneiro, 1997; Sampath et al, 2002). Inicialmente estudado 
nas pesquisas sobre o efeito do glucagon em hepatócitos, este nucleotídeo 
intracelular vem sendo responsabilizado por uma série de eventos intracelulares, 
desde o controle do tono e do inotropismo cardíacos até a maturação de células 
ovarianas e a atividade das células adrenais (Rall et al, 1956; Darnell et al, 1990; Katz, 
1990). Vários estudos atuais vêm correlacionando esta molécula também à 
resistência ou susceptibilidade de células tumorais a quimioterápicos, sendo sua 
manipulação um dos caminhos promissores para potencializar o tratamento de 
diversos tipos de neoplasias (Ciardello e Tortora, 1998; Lerner et al, 2000; Cho-Chung et al, 
2002). Tradicional na cultura hindu, a erva Coleus forskohlii é indicada para insônia, 
convulsão e doenças cardíacas, sendo sua atuação farmacológica explicada 
através do estímulo da adenilato ciclase (Worley et al, 1987). 
Diversos estudos vêm esclarecendo o papel do AMPc no sistema 
neurológico. Clinicamente, está envolvido no crescimento de tumores como 
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astrocitomas, ependimomas e adenomas hipofisários, e na expressão protéica 
específica de neurônios de pacientes com doença de Alzheimer, entre outros 
(Wolozin et al, 1993; Woods et al, 2002). Em culturas de células, influencia desde a 
sobrevida e a diferenciação neuronal de “PC 12 cells”, até a produção de mielina 
por células de Schwann, incluindo também o estabelecimento de sinapses 
interneuronais e o nível de atividade de células gliais (Niremberg et al, 1983; Sobue e 
Pleasure, 1984; Ho e Raw, 1992; Melcangi et al, 1995; Cheng e Feldman, 1997; Hong et al, 1998; 
Lambeng et al, 2001; Piiper et al, 2002). Em animais, parece estar relacionado à 
capacidade de resistência à hipoxia dos neurônios das tartarugas durante 
mergulhos prolongados e também à extrema capacidade de regeneração da 
medula espinal de peixes (Hochachka et al, 1996; Bhatt et al, 2004). Em ratos, na década 
de 70 do século passado, foi testado na recuperação de nervos ciáticos, mas com 
resultados conflitantes (Pichichero et al, 1973; McQuarrie et al, 1977; Black e Lasek, 1979). Na 
década de 80, novos resultados promissores na recuperação de nervos ciáticos de 
roedores com o uso de AMPc são relatados na literatura (Gershenbaum e Roisen, 1980; 
Kilmer e Carlsen, 1987). Não encontramos trabalhos na literatura que avaliassem a 
influência do AMPc na regeneração de nervos faciais de mamíferos, sendo nossa 




“... para quem a sabedoria não valia a pena se não fosse possível 
se servir dela para inventar uma nova maneira de preparar 
feijão.” 







Analisar em paradigma experimental a possível influência neurotrófica da 
administração tópica do nucleotídeo adenosina monofosfato cíclico (AMPc) na 




_________________________________ REVISÃO DA LITERATURA 
 
“Apenas uma pequena parte do pensamento universal repousa 
sobre o conhecimento próprio; a maior parte é devido às 






De acordo com as orientações atuais do Programa de Pós-graduação em 
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeça e Pescoço da UNIFESP-EPM, a revisão 
bibliográfica apresentada deve ficar restrita àqueles trabalhos com tema, objetivo e 
método semelhantes aos da tese (“classe A”) e aos com tema e objetivo 
semelhantes, mas com metodologia diferente (“classe B”). Em nossas pesquisas, 
baseadas no MEDLINE (1966-2006) e LILACS, não encontramos nenhuma 
referência no cruzamento dos descritores “nervo facial” e “AMP cíclico”. Trabalhos 
“classe B” que justificam a pesquisa do AMPc como possível fator neurotrófico são 
apresentados sob forma esquemática: 
 
 
TRABALHOS “IN VITRO” 
 
Roisen, Murphy e Braden (1972) 
• MODELO: cultura de neurônios sensitivos de embrião de galinha. 
• ACHADO: o dibutiril-AMPc (1 e 5 mM) teve efeito estimulante na cultura 
semelhante ao “Nerve Growth Factor” (controle positivo); efeito menor foi 
constatado com AMPc (5 mM); e nulo com AMP (5 mM) e salina (controle 
negativo). 
• DISCUSSÃO:  
1. o AMPc estimularia a cultura neuronal por influenciar a formação de 
microtúbulos; 
2. o dibutiril–AMPc teria uma ação maior que AMPc puro por penetrar 
mais nas células e ser menos susceptível à AMPc-fosfodiesterase. 
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Sobue e Pleasure (1984) 
• MODELO: cultura de células de Schwann de ratos. 
• ACHADO: o dibutiril-AMPc (1 mM) e o bromo-AMPc (1 mM) estimularam a 
produção de mielina nas células de Schwann. 
• DISCUSSÃO: o aumento do AMPc estimularia a maturação das células de 
Schwann. 
 
Zabrenetzky, Krygier-Brévart e Spencer (1984) 
• MODELO: membrana celular de células de Schwann de nervo ciático de 
ratos. 
• ACHADO: o AMPc  estimulou a atividade das proteínas quinases que 
controlam a produção de mielina nas células de Schwann. 
• DISCUSSÃO: o AMPc estimularia a produção de mielina pelas células de 
Schwann. 
 
Cheng e Feldman (1997) 
• MODELO: cultura de células de Schwann de ratos. 
• ACHADO: a adição de 1 mM de bromo-AMPc levou à diferenciação e 
expressão de mielina nas culturas. 




TRABALHOS “IN VIVO” 
 
Appenzeller e Palmer (1972) 
• MODELO: lesão do nervo ciático de rato por esmagamento (10 segundos). 
• ACHADO: o AMPc dosado no nervo se elevou após 1 hora da lesão, 
atingindo um pico em 24 horas. 
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• DISCUSSÃO: o AMPc poderia participar do processo regenerativo 
desencadeado após a lesão neural, podendo estar envolvido no estímulo 
do próprio neurônio e/ou das células de Schwann. 
 
Pichichero, Beer e Clody (1973) 
• MODELO: lesão do nervo ciático de rato por esmagamento (2 segundos) e 
por secção parcial. 
• ACHADO: a administração de 50 mg/kg/dia de dibutiril-AMPc intramuscular 
provocou melhora dos testes de sensibilidade, sendo mais precoce a 
recuperação em relação ao controle (no 7º dia, quando utilizada a 
esmagadura do nervo, e no 12º dia, quando houve a secção parcial). 
• DISCUSSÃO: o estímulo com AMPc levaria a uma recuperação mais 
precoce da capacidade sensitiva do nervo ciático. 
 
McQuarrie, Grafstein e Gershon (1977) 
• MODELO: lesão do nervo ciático de rato por esmagamento (10 segundos). 
• ACHADO: a administração de 50 mg/kg/dia de dibutiril-AMPc intramuscular 
não provocou melhora dos testes sensitivos e nem do padrão histológico do 
nervo (até 9º dia) em relação ao controle. 
• DISCUSSÃO: o estímulo com AMPc não promoveria a regeneração neural. 
 
Black e Lasek (1979) 
• MODELO: lesão do nervo ciático de rato por esmagamento (5-7 segundos). 
• ACHADO: a administração de 50 mg/kg/dia de dibutiril-AMPc intramuscular 
não estimulou a regeneração de neurônios motores (até 8º dia) através da 
análise histológica com marcador anterógrado. 
• DISCUSSÃO: o estímulo com AMPc não promoveria a regeneração neural. 
 
Gershenbaum e Roisen (1980) 
• MODELO: lesão do nervo ciático de rato por esmagamento (10 segundos). 
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• ACHADO: a administração de 50 mg/kg/dia de dibutiril-AMPc intramuscular 
estimulou a recuperação sensitiva (a partir do 12º dia) e acelerou a 
degeneração Walleriana e a formação de novas fibras neurais (a partir do 
10º dia) em análise por microscopia eletrônica. 
• DISCUSSÃO: o AMPc aceleraria a regeneração neural por ação no próprio 
axônio e/ou nas células de Schwann. 
 
Kilmer e Carlsen (1984) 
• MODELO: lesão do nervo ciático de rã por congelamento. 
• ACHADO: a aplicação tópica de “forskolin” (estimulador da adenilato 
ciclase) levou a uma recuperação sensitiva acelerada, por análise através 
de marcador anterógrado injetado no gânglio dorsal. 
• DISCUSSÃO: a elevação do AMPc endógeno celular estimularia 
regeneração neural por influenciar na síntese de RNA (no núcleo celular) 
e/ou na formação de microtúbulos (ação local). 
 
Kilmer e Carlsen (1987) 
• MODELO: lesão do nervo ciático de hamster por esmagamento (30 
segundos). 
• ACHADO: as aplicações tópicas de “forskolin” (estimulador da adenilato 
ciclase), de dibutiril-AMPc, de bromo-AMPc e de teofilina (inibidor da AMPc-
fosfodiesterase) estimularam a recuperação sensitiva a partir do 6º dia. 
• DISCUSSÃO: o aumento endógeno e exógeno do AMPc no sítio de lesão 
estimularia a regeneração neural. 
 
Bhatt, Otto, Depoister e Fetcho (2004) 
• MODELO: medula espinal de peixe lesada por transecção. 
• ACHADO: injeção de dibutiril-AMPc em corpos neuronais estimulou o 
crescimento do axônio na medula espinal. 





“O que precisamos é de um estado de espírito entusiasta, mas 







O projeto de pesquisa deste estudo foi avaliado e aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo, sob o número 1708/05 
(ANEXO II). 
 
Foram utilizados ratos Wistar, com peso entre 200 e 240 g, machos. Os 
animais foram obtidos junto ao Biotério Central da UNIFESP/EPM e mantidos em 
gaiolas adequadas, em sala climatizada, sob ciclo claro-escuro de 12 horas e com 
livre acesso a água e alimento. 
Neste estudo foram confeccionados quatro grupos experimentais:  
• Grupo 1: AMPc 14D – exposição ao AMPc com sacrifício em 14 dias; 
• Grupo 2: CTRL 14D – exposição a Ringer-lactato (RL) com sacrifício em 14 dias; 
• Grupo 3: AMPc 28D – exposição ao AMPc com sacrifício em 28 dias; 
• Grupo 4: CTRL 28D – exposição a RL com sacrifício em 28 dias. 
 
Os grupos 1 e 2 obedeceram ao seguinte algoritmo: 
 
D 0                                  D1, D3, D5, D7, D9, D11, D13                            D14 
|____________________|___|___|___|___|____|___|______________| 
cirurgia inicial               observação comportamental                        sacrifício 
        * secção nervo facial direito e sutura                                                                                                 * histologia dos nervos faciais direito e esquerdo 
        * implante bomba 
 
Já os grupos 3 e 4 obedeceram ao seguinte algoritmo: 
 
D 0                                  D1, D3, ............ , D25, D27                            D28 
|____________________|___|_ | | | | | | | | | _|____|_________________| 
cirurgia inicial               observação comportamental                          sacrifício 
        * secção nervo facial direito e sutura                                                                                                   * histologia dos nervos faciais direito e esquerdo 
        * implante bomba 
  11
Para a liberação do AMPc junto ao sítio de sutura neural, utilizamos 
bombas osmóticas (Alzet® Mini-osmotic Pump model 2002) acopladas a cateter 
próprio de polietileno, que garantem a entrega da solução em estudo na 
quantidade de 0,5 μl/hora, por 14 dias. Nos grupos 1 e 3 foi utilizada uma solução 
de dibutiril-AMPc 1mM, produzida através da manipulação de sal da Sigma® 
(“N6,2´-O-dibutiryladenosine 3´:5´-cyclic monophosphate”) diluído em RL. As 
bombas foram mantidas em um banho com solução de cloreto de sódio 0,9%, a 
37º C, por um período de 6 horas antes da implantação, pré-requisito para a 
utilização da mesma acoplada a cateter, conforme orientação do próprio 
fabricante. Nos grupos 2 e 4 os mesmos procedimentos foram adotados, mas as 
bombas foram preenchidas com RL padrão. 
No “D 0” os animais foram submetidos ao procedimento cirúrgico inicial, 
utilizando-se microscópio cirúrgico DF-Vasconcelos® M90, observando os 
seguintes passos: 1) anestesia com cloridrato de xilasina 2% (0,5 ml/Kg de peso) 
e cloridrato de quetamina 10% (0,9 ml/Kg de peso) intraperitoneal; 2) tricotomia 
retroauricular direita; 3) incisão vertical retroauricular interessando pele, 
subcutâneo e platisma; 4) dissecção romba e identificação da margem tendinosa 
do músculo clavotrapeziano, tronco do nervo facial e veia jugular externa; 5) 
secção completa do tronco do nervo facial com microtesoura a aproximadamente 
2-3 mm de sua emergência (entre margem tendinosa do clavotrapeziano e veia 
jugular externa) e imediata sutura epineural com um ponto de nylon 9-0; 6) 
confecção de “loja” no subcutâneo da região interescapular para locar a bomba 
osmótica e posicionamento da ponta do cateter a aproximadamente 2 mm da 
sutura neural, sendo fixada com prolene 7-0 a ponta do cateter e com nylon 5-0 no 
músculo clavotrapeziano; 7) fechamento da pele e subcutâneo com pontos 
separados de nylon 4-0. 
Em dias alternados e consecutivos à cirurgia (D1, D3, D5...) – até completar 
14 ou 28 dias, de acordo com o grupo – os animais foram submetidos à 
observação comportamental da mímica facial espontânea para observação do 
movimento das vibrissas, comparando o lado direito (lesado) ao lado esquerdo 
(não lesado) durante o movimento típico do rato ao explorar o ambiente. Levando-
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se em conta o posicionamento, a amplitude e a freqüência das vibrissas, foi dado 
um valor numérico, conforme a escala que segue confeccionada em nosso estudo 
piloto sobre o tema (Borin et al, 2006). 
 
 
QUADRO 1 – Pontuação clínica da movimentação das vibrissas 
PONTOS MOVIMENTO 
0 Sem movimento 
1 Tremor leve 
2 Movimentação efetiva, mas com posicionamento das vibrissas posteriorizado em relação ao contralateral 
3 Movimentação efetiva e com posicionamento semelhante ao contralateral, mas com amplitude e freqüência inferiores 
4 Movimentação efetiva com posicionamento e amplitude semelhantes ao contralateral, mas com freqüência inferior 
5 Movimentação efetiva com posicionamento, amplitude e freqüência semelhantes ao contralateral 
 
 
Nestes mesmos dias, observamos também o fechamento palpebral dos 
animais mediante estímulo de jato de ar, produzido pela compressão rápida do 
êmbolo de uma seringa de 20 ml direcionado contra cada globo ocular. Aqui, não 
comparamos o lado direito (lesado) ao lado esquerdo (não lesado), pois, devido ao 
posicionamento lateralizado dos olhos destes animais, não conseguimos estimular 
os dois lados simultaneamente. Levando-se em conta o fechamento palpebral 
observado, foi dado um valor numérico, conforme a escala a seguir também 







QUADRO 2 – Pontuação clínica do fechamento da rima palpebral 
PONTOS MOVIMENTO 
0 Sem movimento 
1 Contração, mas sem fechamento perceptível da rima palpebral 
2 Fechamento de até 25% da rima palpebral 
3 Fechamento de 25 a 50% da rima palpebral 
4 Fechamento de 50 a 75% da rima palpebral 
5 Fechamento entre 75 e 100% da rima palpebral 
 
Após 14 ou 28 dias, de acordo com o grupo em que se encontravam, os 
animais foram sacrificados através da superdosagem dos mesmos anestésicos 
utilizados na cirurgia inicial. Nova dissecção do nervo facial direito permitiu a 
localização da sutura neural prévia, sendo retirado o fragmento distal a esta para 
análise histológica. Também se realizou a retirada do tronco do nervo facial 
contralateral (esquerdo) de todos os ratos, sendo enviados em conjunto para 
análise histológica.  
Os fragmentos de nervo foram colocados em frascos individuais com 
solução fixadora Karnovsky modificada (glutaraldeído 2,5% e paraformaldeido 2%, 
tamponados com cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,4), sendo então processados 
para análise histológica no CEME-UNIFESP/EPM (Centro de Microscopia 
Eletrônica), seguindo o protocolo: 1) quatro lavagens sucessivas em solução 
tampão cacodilato de sódio (0,1 M pH 7,4), sendo que as duas primeiras lavagens 
em temperatura ambiente por 15 minutos, a terceira a 4º C por 12 horas e a quarta 
a temperatura ambiente por 15 minutos; 2) pós-fixação com tetróxido de ósmio 2% 
em solução tampão cacodilato de sódio (0,1 M pH 7,4) por uma hora, seguida por 
duas lavagens rápidas (1 minuto) e sucessivas com água destilada; 3) imersão em 
solução aquosa de acetato de uranila 0,5% por 30 minutos, seguida de duas 
lavagens rápidas (1 minuto) e sucessivas com água destilada; 4) desidratação em 
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banhos de imersão sucessivos em concentrações crescentes de etanol: 70% por 
30 minutos (1 vez), 90% por 30 minutos (1 vez) e 100% por 20 minutos (2 vezes); 
5) dois banhos de imersão consecutivos em óxido de propileno por 20 minutos 
cada; 6) infiltração em mistura de resina tipo Araldite 502®:óxido de propileno em 
concentrações de 1:3, 1:2 e 1:1 por 60 minutos cada, agitando-se por rotação e 
em temperatura ambiente, e colocação em resina pura por quatro a cinco horas 
em vácuo; 7) transferência para moldes de inclusão, sendo orientados 
horizontalmente para obtenção de cortes transversais dos nervos, seguido de 
polimerização da resina em estufa a 60º C por 72 horas.  
Os blocos obtidos após este preparo foram aparados e cortados em 
ultramicrótomo Leica Reichert Ultracuts®, com navalhas de vidro, obtendo-se 
cortes de 0,3 μm de espessura. Em seguida, os cortes foram colocados em 
lâminas de vidro e corados com azul de toluidina 1%. Os cortes foram visibilizados 
em microscópio óptico Nikon Optiphot II® acoplado a um sistema analisador de 
imagem Leica Quantimet 500 QWIN®, com imagens digitalizadas através de 
câmera Sony XC 003P®. Foram obtidas imagens com objetiva de 40 vezes e 
aumento total de 860 vezes na imagem digitalizada. Estas imagens foram 
impressas em papel fotográfico no formato 10 x 15 cm para realização de uma 
análise histológica qualitativa e quantitativa da regeneração neural, através da 
análise das fibras mielinizadas. 
Para a análise histológica qualitativa, as fotos foram dispostas 
seqüencialmente de acordo com o tempo entre lesão e sacrifício do animal, sendo 
observada a presença de fibras mielinizadas e a sua distribuição no nervo.  
Para a análise histológica quantitativa, foi confeccionada uma “máscara” 
de 10 x 15 cm em uma folha plástica transparente, na qual foram desenhadas 18 
“janelas” de 1,5 x 1,5 cm, numeradas de 1 a 18, distribuídas de maneira uniforme 
em 3 linhas (6 “janelas” por linha). Através de um sorteio randômico, foram 
escolhidas 3 “janelas” por linha para se realizar uma contagem de fibras 
mielinizadas, num total de 9 “janelas” por foto, correspondendo à uma área total 
de 6399,679 µm2 por nervo. Esta contagem obedeceu ao método histométrico 
clássico de considerar “válidos” os elementos que estavam totalmente inclusos na 
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área da janela e os só parcialmente inclusos, mas que foram interceptados pelas 
arestas superior e esquerda (Abercrombie, 1946). Foram desconsiderados nas 
contagens aqueles só parcialmente inclusos, interceptados pelas arestas inferior e 
direita. As contagens de cada uma destas nove “janelas” foram somadas, 
obtendo-se o resultado total para cada rato nos quesitos: nervo facial esquerdo, 
nervo facial direito e razão direito/esquerdo. Durante a contagem, se alguma das 
“janelas” foi considerada como inadequada, seja por não estar totalmente sobre a 
área neural (englobando bainha e/ou tecidos adjacentes), ou devido às fibras 
estarem cortadas obliquamente, ou ainda com problemas quanto à coloração 
(depósitos homogêneos de azul de toluidina), a “janela” em questão foi substituída 
pela sua sucessora na mesma linha. Caso esta nova “janela” já houvesse sido 
selecionada para a contagem, a janela seguinte à mesma foi escolhida. Em caso 
de necessidade de substituir as janelas 6, 12 ou 18 (finais das linhas), optamos 
pela 1, 7 e 13 respectivamente (iniciais das linhas). 
A análise estatística dos dados baseou-se na combinação de dois 
eventos: intervenção (droga - administração ou não de AMPc) e tempo (período - 
14 ou 28 dias). Foram analisados os dados obtidos para cada grupo quanto a: 
  
1) pontuação clínica da movimentação das vibrissas; 
2) pontuação clínica do fechamento da rima palpebral; 
3) pontuação clínica total (vibrissas + rima palpebral); 
4) contagem das fibras do nervo facial esquerdo; 
5) contagem das fibras do nervo facial direito; 
6) razão direito/esquerdo da contagem de fibras. 
 
Para a análise comparativa, utilizamos o teste de análise de variância 
(ANOVA) por se tratar de três ou mais grupos e de informações com mensuração 
numérica em amostras independentes, buscando detectar possíveis diferenças 
nas médias dos grupos. Uma vez detectada uma diferença, aplicamos um teste de 
“comparações múltiplas” (POST HOC) para localizar esta diferença (Maxwell e 




“Aquela modesta ciência, que distingue o um do dois e do três. 
Refiro-me em resumo à ciência dos números e do cálculo. Ou não é 







Foram submetidos à cirurgia inicial trinta e dois animais, oito em cada grupo 
experimental. Com uma semana de pós-operatório, observamos a ocorrência de 
uma formação tumoral amolecida envolvendo a bomba osmótica do animal “AMPc 
9”, sendo o mesmo sacrificado e detectado um processo inflamatório encapsulado, 
com conteúdo purulento envolvendo a mesma. Descartamos este animal do 
estudo e submetemos mais um ao procedimento cirúrgico, completando 
novamente oito espécimes por grupo. Utilizamos, assim, trinta e três animais neste 
estudo.  
Durante a realização do sacrifício dos animais, tivemos a impressão 
subjetiva de uma maior aderência entre os tecidos durante a dissecção do tronco 
facial direito nos animais dos grupos AMPc 14D e AMPc 28D. Além disso, seus 
nervos faciais aparentemente apresentavam um “maior diâmetro”, sendo estas 
impressões subjetivas anotadas em suas fichas de observação. Não encontramos 
dificuldades em localizar a sutura epineural realizada anteriormente, retirando com 
segurança o segmento distal à mesma em todos os animais. 
 
1) Observação Comportamental 
 
Todos os dados relativos à observação comportamental com as respectivas 
pontuações clínicas se encontram reproduzidos no APÊNDICE I. Observamos 
uma melhora da movimentação facial temporalmente em todos os quesitos e em 
todos os grupos. Seguem as análises descritivas e comparativas para cada 
quesito de pontuação clínica. 
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1.1) Pontuação clínica da movimentação de vibrissas 
 
Tabela 1.1.1 – Médias e Desvios-padrão da 
pontuação clínica da movimentação de vibrissas 
 
Período  CTRL AMPc 
Média 0,750 0,946 
Desvio-padrão 0,148 0,264 14 dias 
n 8 8 
Média 1,321 1,241 
Desvio-padrão 0,273 0,235 28 dias 




Tabela 1.1.2 – Teste ANOVA para pontuação 




Período <0,0001 * 




Tabela 1.1.3 – Teste POST HOC para pontuação 
clínica da movimentação de vibrissas 
 
 CTRL 14D CTRL 28D AMPc 14D 
CTRL 28D <0,0001*   
AMPc 14D 0,1058 0,0035*  




















Gráfico 1.1 – Pontuação clínica da movimentação 
de vibrissas (Intervalo de confiança para a média:  

















INTERPRETAÇÃO: Por meio de comparações múltiplas temos que, independentemente da 





1.2) Pontuação clínica do fechamento da rima palpebral 
 
Tabela 1.2.1 – Médias e Desvios-padrão da 
pontuação clínica do fechamento da rima palpebral 
 
Período  CTRL AMPc 
Média 1,089 1,768 
Desvio-padrão 0,295 0,540 14 dias 
n 8 8 
Média 2,143 2,295 
Desvio-padrão 0,589 0,436 28 dias 




Tabela 1.2.2 – Teste ANOVA para pontuação 
clínica do fechamento da rima palpebral 
 
EFEITO (p) 
Droga 0,0206 * 
Período <0,0001 * 




Tabela 1.2.3 – Teste POST HOC para pontuação 
clínica do fechamento da rima palpebral 
 
 CTRL 14D CTRL 28D AMPc 14D 
CTRL 28D 0,0001*   
AMPc 14D 0,0084* 0,1282  


















Gráfico 1.2 – Pontuação clínica do fechamento 
da rima palpebral (Intervalo de confiança para a 
















INTERPRETAÇÃO: Por meio de comparações múltiplas temos que, independentemente da 
presença ou não do AMPc, os grupos de 28 dias apresentaram maiores índices que os grupos de 14 




1.3) Pontuação clínica total (vibrissas + rima palpebral) 
 
Tabela 1.3.1 – Médias e Desvios-padrão da 
pontuação clínica total 
 
Período  CTRL AMPc 
Média 1,839 2,714 
Desvio-padrão 0,407 0,752 14 dias 
n 8 8 
Média 3,464 3,536 
Desvio-padrão 0,848 0,632 28 dias 









Período <0,0001 * 




Tabela 1.3.3 – Teste POST HOC para pontuação 
clínica total 
 
 CTRL 14D CTRL 28D AMPc 14D 
CTRL 28D 0,0001*   
AMPc 14D 0,0157* 0,0358*  



















Gráfico 1.3 – Pontuação clínica total (Intervalo de 















INTERPRETAÇÃO: Por meio de comparações múltiplas temos que, independentemente da 
presença ou não do AMPc, os grupos de 28 dias apresentaram maiores índices que os grupos de 14 
dias. Houve também uma tendência para o grupo AMPc 14D apresentar um índice maior que o 




2) Análise Histológica Qualitativa 
 
Obtivemos um total de sessenta e quatro imagens correspondentes aos 
nervos faciais direito e esquerdo de cada um dos oito animais de cada grupo, 
disponibilizadas em formato digital no CD apresentado no ANEXO III. Destas, em 
quatro ocorreu o corte oblíquo de parte das fibras mielinizadas – fotos C16 E 
(CTRL 14D), C6 E (CTRL 28D), AMP5 E (AMPc 14D) e AMP17 E (AMPc 28D) – 
fato que não impossibilitou a análise histométrica das mesmas, já que 
apresentavam ainda um grande percentual de fibras cortadas perpendicularmente, 
como o ideal. 
Comparando as imagens correspondentes ao nervo facial esquerdo (sem 
lesão) de todos os grupos, não notamos diferenças entre eles. Apresentaram 
distribuição uniforme, homogênea e regular de fibras mielinizadas por toda a 
imagem. Apresentamos a FIGURA 1, correspondente ao rato C4 (CTRL 28D), 
como ilustrativa do padrão acima descrito. 
 
 
FIGURA 1 – Padrão típico do nervo facial esquerdo (SEM LESÃO) em todos os grupos 
 
Nos grupos CTRL 14D e AMPc 14D, observando as imagens 
correspondentes ao nervo facial direito (lado lesado), notamos a presença de 
pequenas fibras mielinizadas, de diâmetro muito inferior, quando comparadas ao 
respectivo contralateral, muitas vezes agrupadas e não distribuídas 
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uniformemente pela imagem. Este aspecto nos pareceu um pouco mais evidente 
em alguns animais que em outros, sendo também mais presente no grupo AMPc 
14D que no CTRL 14D. Apresentamos as FIGURAS 2 e 3 – animais AMP7 e C11 
respectivamente – para ilustrar estas observações. 
 
 
FIGURA 2 – Aspecto típico do nervo facial direito do grupo AMPc 14D  
(cabeça de seta exemplificando agrupamento de pequenas fibras mielinizadas) 
 
 
FIGURA 3 – Aspecto típico do nervo facial direito do grupo CTRL 14D 
 (cabeça de seta exemplificando agrupamento de pequenas fibras mielinizadas) 
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Nos grupos CTRL 28D e AMPc 28D, observando as imagens 
correspondentes ao nervo facial direito, notamos um maior número e 
homogeneidade destas pequenas fibras mielinizadas, já não tão agrupadas, mas 
ainda variando entre os animais de cada grupo e também talvez um tanto mais 
intensas no grupo CTRL 28D que no AMPc 28D. Notamos, ainda, a presença de 
algumas fibras de maior diâmetro, já um tanto semelhantes ao lado esquerdo. 
Apresentamos as FIGURAS 4 e 5 – correspondendo aos animais AMP1 e C2 
respectivamente – para ilustrar estas observações. 
 
 
FIGURA 4 – Aspecto típico do nervo facial direito do grupo AMPc 28D  
(cabeça de seta exemplificando fibra mielinizada de maior diâmetro) 
 
 
FIGURA 5 – Aspecto típico do nervo facial direito do grupo CTRL 28D 
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3) Análise Histológica Quantitativa (Histométrica) 
 
Os dados relativos à contagem de fibras mielinizadas se encontram 
integralmente reproduzidos no APÊNDICE II. Durante a realização da mesma, das 
576 “janelas” selecionadas por sorteio randômico, 14 delas não se mostraram 
adequadas para a contagem e foram substituídas - 9 por apresentarem fibras 
visivelmente cortadas obliquamente e 5 por abrangerem áreas claramente 
externas ao feixe neural. A análise comparativa referente às contagens de fibras 
dos lados esquerdo e direito e à razão direito/esquerdo são apresentadas a seguir. 
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3.1) Contagem de fibras mielinizadas do nervo facial esquerdo 
 
Tabela 3.1.1 – Médias e Desvios-padrão da 
contagem de fibras do nervo facial esquerdo 
 
Período  CTRL AMPc 
Média 104,750 110,375 
Desvio-padrão 19,667 23,360 14 dias 
n 8 8 
Média 98,625 110,125 
Desvio-padrão 14,232 11,457 28 dias 




Tabela 3.1.2 – Teste ANOVA para contagem de 










Tabela 3.1.3 – Teste POST HOC para 
contagem de fibras do nervo facial esquerdo 
 
NÃO SE APLICA POIS NÃO HOUVE 
DIFERENÇAS ESTATISTICAMENTE 

















Gráfico 3.1 – Contagem de fibras do nervo 
facial esquerdo (Intervalo de confiança para a 



















3.2) Contagem de fibras mielinizadas do nervo facial direito 
 
Tabela 3.2.1 – Médias e Desvios-padrão da 
contagem de fibras do nervo facial direito 
 
Período  CTRL AMPc 
Média 9,375 32,625 
Desvio-padrão 11,488 24,160 14 dias 
n 8 8 
Média 123,250 92,125 
Desvio-padrão 16,816 13,021 28 dias 




Tabela 3.2.2 – Teste ANOVA para contagem de 




Período <0,0001 * 




Tabela 3.2.3 – Teste POST HOC para contagem 
de fibras do nervo facial direito 
 
 CTRL 14D CTRL 28D AMPc 14D 
CTRL 28D <0,0001*   
AMPc 14D 0,0111* <0,0001*  


















Gráfico 3.2 – Contagem de fibras do nervo facial 
direito (Intervalo de confiança para a média: média ± 














INTERPRETAÇÃO: Por meio de comparações múltiplas temos que, independentemente da 
presença ou não do AMPc, os grupos de 28 dias apresentaram maiores contagens que os grupos de 
14 dias. Já o grupo AMPc 14D apresentou uma contagem superior ao grupo CTRL 14D, e o grupo 




3.3) Razão direito/esquerdo da contagem de fibras 
 
Tabela 3.3.1 – Médias e Desvios-padrão da razão 
direito/esquerdo da contagem de fibras (valores 
em %) 
 
Período  CTRL AMPc 
Média 9,695 30,603 
Desvio-padrão 11,913 24,090 14 dias 
n 8 8 
Média 127,531 84,590 
Desvio-padrão 26,981 15,472 28 dias 




Tabela 3.3.2 – Teste ANOVA para razão 




Período <0,0001 * 




Tabela 3.3.3 – Teste POST HOC para razão 
direito/esquerdo da contagem de fibras 
 
 CTRL 14D CTRL 28D AMPc 14D 
CTRL 28D <0,0001*   
AMPc 14D 0,0415* <0,0001*  



















Gráfico 3.1 – Razão direito/esquerdo da contagem 
de fibras  (Intervalo de confiança para a média: média 
















INTERPRETAÇÃO: Por meio de comparações múltiplas temos que, independentemente da 
presença ou não do AMPc, os grupos de 28 dias apresentaram índices maiores que os grupos de 14 
dias. Já o grupo AMPc 14D apresentou um índice maior que o grupo CTRL 14D, e o grupo AMPc 




4) Resumo dos resultados 
 
Adotando um nível de significância de 5%, podemos apresentar o quadro a 
seguir como resumo das análises comparativas entre os diversos quesitos. 
 
Quadro 3 – Resumo dos resultados encontrados adotando uma significância de 5%. 
QUESITO RESULTADO 
movimento de vibrissas AMPc 14D = CTRL 14D    <    AMPc 28D = CTRL 28D 
fechamento da rima palpebral AMPc 14D > CTRL 14D    <    AMPc 28D = CTRL 28D 
total clínico (vibrissas + rima palpebral) AMPc 14D = CTRL 14D    <    AMPc 28D = CTRL 28D 
contagem fibras nervo esquerdo (não lesado) AMPc 14D = CTRL 14D    =    AMPc 28D = CTRL 28D 
contagem fibras nervo direito (lesado) AMPc 14D > CTRL 14D    <    AMPc 28D < CTRL 28D 







“... o conhecimento científico tem propriedades fractais; não importa o 
quanto aprendemos, seja o que for que sobrar, por menor que possa parecer, 







Estudos sobre AMPc exógeno influenciando o crescimento e a 
diferenciação celulares são incertos e dependentes do tipo e do momento do ciclo 
celular estudado (Friedman, 1982). Diversos autores aventam um possível papel 
neurotrófico da administração exógena de AMPc baseados em evidências 
experimentais “in vitro”, como: estímulo positivo na cultura de neurônios; aumento 
em número e maturação de colônias de células de Schwann; aumento da 
atividade de células gliais; diferenciação neuronal de “PC12 cell”; aumento de 
sinapses entre neurônios (Roisen et al, 1972; Friedman, 1982; Niremberg et al 1983; Sobue e 
Pleasure, 1984; Ho e Raw, 1992; Melcangi et al, 1995; Cheng e Feldman, 1997; Hong et al, 1998; 
Lambeng et al, 2001; Piiper et al, 2002). Em modelo “in vivo” apresenta também 
resultados promissores quando correlacionado à aceleração da recuperação de 
lesões de medula espinal em peixes (Bhatt et al 2004). 
 Estudos sobre a influência da administração exógena sistêmica de AMPc 
na regeneração de nervos periféricos em roedores apresentam resultados 
conflitantes. Pichichero et al (1973) defenderam que a administração diária de 
AMPc em ratos acelerou a recuperação da lesão do nervo ciático por 
esmagamento, quando analisada uma escala comportamental. Porém, McQuarrie 
et al (1977), realizando também uma lesão por esmagemento, não encontraram 
evidências de uma possível ação neurotrófica do AMPc quando utilizada uma 
análise comportamental e histológica, fato corroborado por Black e Lasek (1979). 
Na década seguinte, Gershenbaum e Roisen (1980) repetem o modelo de 
esmagamento do ciático em ratos e a administração diária sistêmica de AMPc, 
encontrando evidências comportamentais e histológicas (por microscopia 
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eletrônica) de efeitos benéficos na recuperação neural. Muito desse aparente 
conflito entre trabalhos pode ser explicado por uma crítica à metodologia utilizada.  
O modelo utilizado por estes autores, o do esmagamento do nervo ciático, 
é, a nosso ver, não homogêneo em relação à lesão, pois, como relatado, o tempo 
de esmagamento variou de 2 a 30 segundos e não se mensurou a “pressão” 
utilizada para tanto. O tempo de análise dos resultados também variou, sendo 
observada uma resposta positiva nos trabalhos de Pichichero et al (1973) e 
Gershenbaum e Roisen (1980) após o 12º dia, enquanto os trabalhos de McQuarrie 
et al (1977) e Black e Lasek (1979) foram encerrados com 9 e 8 dias, 
respectivamente. Além disto, alguns autores só utilizaram avaliações 
comportamentais, enquanto outros associaram análises histológicas. 
Em 1984, Kilmer e Carlsen (1984) realizaram a aplicação tópica de 
“forskolin”, um estimulador da adenilato ciclase que promove aumentos 
endógenos de AMPc, com resultados positivos na regeneração do nervo ciático 
em anfíbios. Os mesmos autores, trabalhando com hamster e utilizando modelo 
de esmagamento do ciático, propuseram a entrega do AMPc por “pellets” no local 
da lesão neural, encontrando resultados promissores (Kilmer e Carlsen, 1987). Estudos 
sobre a influência da administração exógena de AMPc devem garantir a 
penetração desta substância na célula, já que a mesma não possui receptores 
extracelulares, sendo exclusivamente de ação intracelular (Rall, 1982). Os análogos 
dibutiril-AMPc ou bromo-AMPc suprem esta exigência e se mostram também 
menos susceptíveis à ação das fosfodiesterases, tendo uma ação mais evidente 
que o nucleotídeo puro (Roisen et al, 1972; Lerner et al, 2000). Consideramos como 
preferencial a administração tópica de fatores de crescimento, prevendo que seu 
possível uso em humanos utilizaria uma dose menor do que no seu uso sistêmico, 
tendo assim um menor risco de efeitos colaterais (Kohmura et al, 1999). Além disso, 
diversos fatores neurotróficos apresentam ação em outros grupos celulares, o que 
poderia hipoteticamente estimular o desenvolvimento de tumores quando utilizado 
sistemicamente, dúvida em muito semelhante ao que acontece na reposição 
hormonal estrogênica em pacientes com antecedentes familiares de câncer de 
mama. Outra vantagem na aplicação tópica é o fato de utilizarmos o nervo 
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contralateral como controle do lado lesado (Guntinas-Lichius et al, 1997; Kohmura et al, 
1999; Moran e Graeber, 2004). 
A partir desta análise crítica de trabalhos precedentes, optamos por 
algumas modificações metodológicas em nosso trabalho. Decidimos realizar a 
secção completa e sutura do nervo, por se tratar de uma lesão mais reprodutível, 
já que esta é sempre grau V na classificação de Suderland, sendo ainda a que 
reproduz melhor a correção cirúrgica realizada em nervos de seres humanos 
(Barrs, 1991; Wong e Mattox, 1991; Guntinas-Lichius et al, 1997). A sutura com apenas um 
ponto no nervo facial foi utilizada por uma questão de limitação técnica, e 
concordamos que pode representar mais uma “aproximação” dos cotos que uma 
sutura epineural totalmente efetiva, porém esta mesma técnica foi utilizada por 
outros autores e considerada adequada (Fernandez et al,1992; Fernandez et al 1995). 
Optamos, também, pela entrega tópica de dibutiril-AMPc pelos motivos acima. 
Além disto, escolhemos estender nosso trabalho até o 28º dia, para garantir uma 
avaliação mais confiável e, também, associar as avaliações comportamentais e 
histológicas a fim de aumentar sua objetividade. Uma discussão mais profunda 
sobre a metodologia adotada pelo nosso grupo de estudo se encontra em artigo 
publicado (Borin et al, 2006). 
Nossa análise comportamental demonstrou uma recuperação acelerada do 
fechamento da rima palpebral pelo AMPc (tabela 1.2.1), mas não da movimentação 
de vibrissas (tabela 1.1.1), no 14º dia, sendo este efeito não detectado quando 
analisados os animais no 28º dia. Essa observação coaduna com a de outros 
autores que ressaltam ser o retorno parcial do “blink reflex” o sinal mais precoce 
de recuperação do nervo facial em modelos experimentais (Jones, 1993; Costa et al, 
2006). Além disto, Kohmura et al (1999), pesquisando o efeito neurotrófico do “brain 
derived neurotrophic factor” (BDNF) em nervos faciais de ratos, vivenciaram uma 
situação muito semelhante, na qual o fator em questão teve um efeito na 
precocidade da recuperação clínica nos primeiros 14 dias, que não se manteve 
após 23 dias. Assim, parece-nos que o AMPc poderia estimular a precocidade da 
recuperação, mas não seus resultados finais funcionais, fato que voltaremos a 
discutir quando abordarmos nossos resultados histológicos. Além disto, é inegável 
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que nossa análise de mímica facial em ratos apresenta uma série de limitações 
quanto à percepção de nuances de expressões, quando comparadas às escalas 
utilizadas na prática clínica em humanos. Perdemos, assim, a capacidade de 
detectar diferenças mais sutis em momentos mais avançados de recuperação da 
motricidade da face dos ratos.  
Ainda discutindo nossos achados comportamentais, poderíamos estranhar 
que, em tão pouco tempo, nossos animais já demonstrassem movimentação 
facial. Gershbaum e Roisen (1980) ficaram estupefatos com o fato do nervo ciático 
de ratos demonstrar atividade clínica após dois a três dias da lesão. Em nosso 
estudo piloto (Borin et al, 2006), também já havíamos detectado um retorno de 
aproximadamente 35% da função facial em 3 semanas e de 60% em 5 semanas. 
Kohmura et al (1999) também notaram esta recuperação precoce com 14 dias após 
a transecção completa e sutura de nervos faciais de ratos, fato igualmente 
destacado por outros autores (Moran e Graeber, 2004). Isto poderia representar uma 
“inervação cruzada”, refletindo a atividade do núcleo facial contralateral, como 
sugerido por alguns autores, inervação pelo trigêmio da musculatura da face e/ou 
uma taxa de regeneração acentuadamente maior no rato que no homem, 
conforme proposto por outros (Boyle, 1966; Gershenbaum e Roisen 1980; Fernandez et al, 
1992; Fernandez et al, 1995; Guntinas-Lichius et al, 1996). 
Optamos por realizar uma análise comportamental, porque esta reflete não 
apenas o aspecto anatômico, mas também o resultado final do processo de 
regeneração, que é a recuperação da funcionalidade do movimento facial (Choi e 
Dunn, 2001). Porem, ela apresenta maior subjetividade e menor reprodutibilidade 
(Frykman et al, 1988). Associamos, então, uma avaliação histométrica por microscopia 
óptica das fibras mielinizadas do nervo para tentar fortalecer nossas análises 
(Costa et al, 2006). 
A contagem de fibras do nervo facial esquerdo (lado não lesado) não variou 
significativamente nos quatro grupos deste experimento (tabela 3.1.1). Isto confirma 
não só os achados que descrevem a não variabilidade deste critério 
interespécimes, mesmo de pesos e idades diferentes, como também possibilita a 
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utilização das amostras do lado não lesado como controle do lado lesado (Semba e 
Egger, 1986; Guntinas-Lichius et al, 1997; Chen et al, 2000; Yian et al, 2001).  
Os dados referentes à contagem de fibras mielinizadas do nervo facial 
direito (lado lesado) (tabela 3.2.1) no 14º dia demonstraram um aumento significativo 
desta no grupo exposto ao AMPc quando comparado com o controle, fato este 
confirmado pelas análises da razão direito/esquerdo (tabela 3.3.1). Aparentemente, o 
AMPc estimulou um início precoce da regeneração neural, acelerando o 
brotamento axonal a partir do coto proximal. Tais constatações são baseadas não 
só na superioridade numérica de fibras encontradas, mas também no aspecto 
descrito em nossa análise qualitativa da histologia, onde encontramos 
grupamentos de pequenas fibras em “blocos”, aspecto que pode corresponder ao 
corte transversal de “botões de crescimento neurais” constituídos de pequenas 
fibras imaturas, como descrito por outros autores (McQuarrie et al, 1977; Hildebrand et al, 
1986; Lewin et al, 1997; Guntinas-Lichius et al, 2001; Costa et al, 2006). Através de 
microscopia eletrônica, Gershenbaum e Roisen (1980) detectaram que, em modelo 
de nervo ciático de ratos, o AMPc acelerou o início da degeneração Walleriana, no 
3º dia pós-lesão, e também descreveram uma superioridade numérica na 
contagem de fibras, no 10º dia, no grupo exposto ao nucleotídeo. 
Diversos autores aventam inúmeros mecanismos através dos quais o AMPc 
poderia ter uma ação estimuladora na regeneração neural, porém são afirmações 
que se mantêm inconclusivas (Gershenbaum e Roisen, 1980; Kilmer e Carlsen, 1987). 
Influências na expressão gênica e no citoesqueleto de diversos grupos celulares 
envolvidos em regeneração neural já foram demonstradas (Roisen et al, 1972; Zor, 
1983; Kilmer e Carlsen, 1984; Hochachka et al 1996; Montiminy et al, 1996; Cho-Chung et al, 2002). 
Acredita-se que o nucleotídeo poderia estimular as populações neuronais em si e 
também as de “suporte”, como a microglia, macrófagos e células de Schwann 
(Friedman, 1982; Niremberg et al, 1983; Sobue e Pleasure, 1984; Melcangi et al, 1995; Cheng e 
Feldman, 1997). Promoveria, assim, a “limpeza” do sítio de lesão ao estimular a 
remoção de restos celulares, aceleraria a degeneração Walleriana, a mielinização 
e também o desenvolvimento do botão de crescimento neuronal, por ação no 
núcleo celular do neurônio e no sítio de lesão (Appenzeller e Palmer, 1972; Gershenbaum 
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e Roisen, 1980; Kilmer e Carlsen, 1984; Kilmer e Carlsen, 1987). Nosso estudo não 
contemplou a investigação do mecanismo de ação do AMPc e, portanto, 
aceitamos as suposições destes autores. 
No 28º dia, encontramos uma inversão do achado histométrico anterior, 
quando a contagem do grupo controle suplantou a do grupo exposto ao 
nucleotídeo (tabela 3.2.1), e também ao próprio lado contralateral (razão 
direito/esquerdo 127%) (tabela 3.3.1). Este resultado, aparentemente conflitante, 
pode ser explicado por diversas hipóteses. Em nosso desenho experimental, o 
AMPc foi “entregue” pela bomba osmótica apenas nos primeiros 14 dias, ficando 
as duas semanas seguintes sem ação. Isto poderia sugerir que a ação 
neurotrófica do nucleotídeo seria garantida apenas na presença deste, 
desaparecendo no período seguinte e gerando até uma perda daquelas fibras 
inicialmente “hiperestimuladas”. Além disto, outros autores defendem que o 
brotamento neural é estimulado por fatores locais como o AMPc, enquanto o 
alongamento depende de mudanças metabólicas no corpo nuclear do neurônio e 
que, por isso, uma entrega tópica poderia perder o efeito no decorrer do tempo 
(Kilmer e Carlsen, 1987). Quanto ao fato da contagem do lado direito suplantar a do 
lado esquerdo no grupo CTRL 28D, McQuarrie et al (1977) afirmaram que, após a 
lesão unilateral do nervo ciático, a contagem de fibras do lado lesado suplantou 
em 40% a do lado não lesado, atribuindo o fato à ocorrência de um múltiplo 
brotamento. Isto também foi constatado por Byers et al (1998), em estudo de 
regeneração do nervo facial em ratos.  
Em culturas celulares, os fatores neurotróficos podem induzir uma 
diferenciação celular com mudanças fenotípicas, acompanhada de uma queda na 
contagem numérica. Em culturas de células originárias de neuroblastomas, por 
exemplo, o AMPc aumenta o seu grau de diferenciação (por estimular o 
surgimento de dendritos), ao mesmo tempo em que diminui o número total de 
células (Friedman, 1982). Assim, no nosso estudo, poderíamos estar presenciando 
uma precocidade no brotamento axonal, com um efeito secundário de queda no 
número total de fibras em regeneração. Caso isto seja verdadeiro, aparentemente 
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não afetaria o resultado funcional final, já que a análise comportamental dos 
grupos AMPc 28D e CTRL 28D mostraram-se similares. 
Outra explicação seria o fato de, no decorrer da regeneração, algumas 
fibras iniciais presentes nos botões de crescimento irem aos poucos sendo 
“selecionadas como vencedoras”, aumentando seu diâmetro e mielinização, para 
melhorar sua capacidade de condução, enquanto outras seriam perdidas em 
virtude de sua ineficiência (Boyle, 1966; Hildebrand et al, 1986; Lewin et al, 1997; Chen et al, 
2000; Guntinas-Lichius et al, 1997; Guntinas-Lichius et al, 2000). Kohmura et al (1999), 
estudando o papel do BDNF na recuperação do nervo facial de rato submetido a 
transecção e sutura, analisaram a regeneração neural por hibridização “in situ” da 
expressão do RNA mensageiro (RNAm) da proteína GAP43, a qual participa do 
crescimento axonal. Encontraram no grupo exposto ao BDNF uma recuperação 
clínica mais acentuada no 14º dia, acompanhada de uma elevação do RNAm 
GAP43, enquanto que no 28º dia obtiveram um achado comportamental 
semelhante entre grupo controle e BDNF, com expressão do RNAm GAP43 mais 
elevado no grupo controle nesta fase tardia. Atribuíram este achado ao fato do 
grupo estimulado pelo fator neurotrófico estar numa fase mais “avançada” de 
regeneração, na qual a expressão desta proteína já estaria baixa. Em similaridade, 
poderíamos sugerir que o grupo AMPc 28D estaria realmente mais avançado no 
processo regenerativo, onde já evidenciaríamos um passo além da multiplicação 
do brotamento, enquanto o CTRL 28D estaria numa fase anterior, ainda 
aumentando em número e não em eficiência suas fibras, já que funcionalmente os 
dois grupos atingiram resultados clínicos semelhantes. 
Infelizmente nosso paradigma é limitado e não permite refutar ou aceitar 
nenhuma destas hipóteses. Mudanças metodológicas, como o aumento do tempo 
de exposição ao AMPc com entregas mais prolongadas, a sua disponibilização 
direta e/ou sistêmica aos núcleos centrais do facial, análises histológicas em 
outros períodos como no 21º dia e posteriores ao 28º, e quantificação da 
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PURPOSE: To evaluate the possible neurotrophic influence of cyclic AMP on the 
facial nerve regeneration of Wistar rats. METHOD: Thirty two animals suffered 
complete transection and immediate suture of the right facial nerve, having been 
exposed, or not, to topical administration of cyclic AMP. Behavioral and histometric 
analysis was undertaken in two times – 14 and 28 days. RESULTS: We show 
statistical differences (p<0,05) in the behavioral analysis on the 14th day and in the 
histometric analysis on the 14th and 28th days, suggesting an earlier regeneration 
of the facial nerve when exposed to cAMP. CONCLUSION: This study 
demonstrates a possible neurotrophic effect of cAMP on the facial nerve 
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APÊNDICE I – DADOS SOBRE OBSERVAÇÃO COMPORTAMENTAL 
 
 




14D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 C9 0 0 1 1 1 1 1        
 C10 0 0 1 1 1 1 1        
 C11 0 1 1 1 1 1 1        
 C12 0 0 0 1 1 1 1        
 C13 0 0 1 1 1 1 1        
 C14 0 1 1 1 1 1 2        
 C15 0 1 1 1 1 1 1        
 C16 0 0 0 1 1 1 1        
AMPc 
14D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 AMP4 0 1 2 2 2 2 2        
 AMP5 0 1 1 1 1 1 1        
 AMP6 0 1 1 1 1 1 1        
 AMP7 0 1 1 1 1 1 1        
 AMP8 0 1 1 1 1 1 1        
 AMP10 0 1 1 1 1 1 1        
 AMP11 0 1 1 1 1 1 2        
 AMP12 0 0 1 1 1 1 1        
CTRL 
28D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 C1 0 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 3 3 3 
 C2 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 
 C3 0 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3 
 C4 0 0 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 3 
 C5 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 
 C6 0 0 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 3 
 C7 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 
 C8 0 0 0 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 
AMPc 
28D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 AMP1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 
 AMP2 0 0 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 
 AMP3 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 
 AMP13 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 
 AMP14 0 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 
 AMP15 0 0 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 3 3 
 AMP16 0 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 
 AMP17 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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14D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 C9 1 1 1 1 1 1 1        
 C10 0 1 1 1 1 2 2        
 C11 0 1 1 1 1 1 1        
 C12 0 1 1 1 1 1 1        
 C13 1 1 1 1 2 2 2        
 C14 1 1 1 2 2 2 2        
 C15 0 1 1 1 1 2 2        
 C16 0 0 1 1 1 1 1        
AMPc 
14D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 AMP4 1 2 2 3 3 4 4        
 AMP5 0 0 1 2 2 2 3        
 AMP6 0 1 2 3 3 3 3        
 AMP7 0 1 1 1 2 2 2        
 AMP8 0 0 1 1 2 2 2        
 AMP10 0 1 1 2 2 2 2        
 AMP11 1 2 2 2 2 3 3        
 AMP12 1 1 2 2 2 2 3        
CTRL 
14D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 C1 1 1 1 2 2 2 3 3 4 4 4 4 4 4 
 C2 0 0 0 0 0 1 1 2 2 2 2 2 3 3 
 C3 0 0 1 2 2 2 3 4 4 5 5 5 5 5 
 C4 0 0 0 1 1 2 2 2 3 3 4 4 5 5 
 C5 0 0 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3 3 3 
 C6 1 1 1 1 1 1 2 2 2 3 3 3 3 3 
 C7 0 1 1 1 1 2 2 2 2 2 3 3 4 4 
 C8 0 0 1 1 1 1 2 2 3 3 4 4 4 5 
AMPc 
28D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 AMP1 1 1 1 1 1 2 2 2 3 4 4 4 4 5 
 AMP2 0 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 5 5 5 
 AMP3 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 3 4 4 4 
 AMP13 0 0 1 1 1 1 1 2 2 3 3 3 3 3 
 AMP14 0 1 1 2 2 2 2 2 2 2 3 3 4 5 
 AMP15 0 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3 4 4 5 
 AMP16 0 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 5 
 AMP17 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 
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PONTUAÇÃO CLÍNICA TOTAL 
 
CTRL 
14D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 C9 1 1 2 2 2 2 2        
 C10 0 1 2 2 2 3 3        
 C11 0 2 2 2 2 2 2        
 C12 0 1 1 2 2 2 2        
 C13 1 1 2 2 3 3 3        
 C14 1 2 2 3 3 3 4        
 C15 0 2 2 2 2 3 3        
 C16 0 0 1 2 2 2 2        
AMPc 
14D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 AMP4 1 3 4 5 5 6 6        
 AMP5 0 1 2 3 3 3 4        
 AMP6 0 2 3 4 4 4 4        
 AMP7 0 2 2 2 3 3 3        
 AMP8 0 1 2 2 3 3 3        
 AMP10 0 2 2 3 3 3 3        
 AMP11 1 3 3 3 3 4 5        
 AMP12 1 1 3 3 3 3 4        
CTRL 
28D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 C1 1 2 2 3 3 3 5 5 6 6 6 7 7 7 
 C2 0 0 0 1 1 2 2 3 3 3 3 3 5 5 
 C3 0 1 2 3 3 3 5 6 6 7 7 7 8 8 
 C4 0 0 1 2 2 3 4 4 5 5 6 6 7 8 
 C5 0 0 2 2 2 2 2 2 3 3 5 5 5 5 
 C6 1 1 2 2 2 2 3 3 3 5 5 5 5 6 
 C7 0 1 2 2 2 3 3 3 3 3 5 5 6 6 
 C8 0 0 1 2 2 2 3 3 5 5 6 6 6 7 
AMPc 
28D RATO D1 D3 D5 D7 D9 D11 D13 D15 D17 D19 D21 D23 D25 D27 
 AMP1 1 1 1 2 2 3 3 3 4 6 6 6 6 7 
 AMP2 0 1 2 3 3 4 5 6 6 7 8 8 8 8 
 AMP3 1 1 2 2 2 3 3 3 3 3 4 6 6 6 
 AMP13 0 0 2 2 2 2 2 3 3 4 5 5 5 5 
 AMP14 0 2 2 3 3 3 3 3 3 4 5 5 6 7 
 AMP15 0 1 2 3 3 3 3 3 3 5 5 6 7 8 
 AMP16 0 2 2 3 3 3 3 3 3 4 4 5 5 7 
 AMP17 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 
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APÊNDICE II – DADOS DA CONTAGEM DE FIBRAS MIELINIZADAS 
 
CTRL 
14D ESQ          ∑ DIR          ∑ D/E % 
C9  7 8 3 9 12 10 10 11 11 81  5 5 1 0 3 2 2 3 2 23  28,40 
C10  16 11 13 14 16 14 13 14 13 124  0 0 1 1 0 1 0 0 1 4  3,23 
C11  12 10 10 11 12 9 10 11 14 99  0 0 1 2 1 0 0 0 0 4  4,04 
C12  6 10 11 11 9 8 6 10 7 78  0 0 0 0 0 4 0 0 0 4  5,13 
C13  15 15 14 12 14 16 12 13 13 124  1 1 0 0 0 1 0 0 0 3  2,42 
C14  12 18 13 18 14 14 9 17 13 128  0 1 0 0 0 0 0 0 0 1  0,78 
C15  11 13 12 9 9 13 12 8 8 95  1 0 0 0 0 1 1 1 0 4  4,21 
C16  13 13 11 9 14 12 10 13 14 109  2 1 5 5 7 2 3 4 3 32  29,36 
AMPc 
14D ESQ          ∑ DIR          ∑ D/E % 
AMP4  16 15 11 13 12 12 12 11 11 113  9 5 6 6 2 6 4 3 5 46  40,71 
AMP5  9 12 16 14 15 13 8 16 18 121  3 5 7 6 7 3 8 6 5 50  41,32 
AMP6  12 15 11 12 19 17 17 14 11 128  1 0 1 0 2 1 0 1 0 6  4,69 
AMP7  17 16 13 17 15 14 18 14 13 137  1 10 9 1 4 11 4 16 6 62  45,26 
AMP8  10 8 9 9 7 7 10 10 11 81  0 0 0 0 0 3 0 0 3 6  7,41 
AMP10  6 7 8 9 6 8 10 8 7 69  0 1 8 12 7 8 3 4 5 48  69,57 
AMP11  13 14 13 10 13 11 13 12 15 114  0 0 0 0 1 0 0 0 0 1  0,88 
AMP12  14 13 14 13 13 12 13 12 16 120  2 13 9 2 6 0 2 3 5 42  35,00 
CTRL 
28D ESQ          ∑ DIR          ∑ D/E % 
C1  13 14 11 12 12 12 13 11 9 107  13 14 11 13 8 12 10 13 15 109  101,87 
C2  17 16 14 12 12 10 15 10 11 117  7 10 14 15 19 10 8 18 14 115  98,29 
C3  9 11 11 9 9 10 10 10 8 87  11 13 12 12 14 16 11 15 19 123  141,38 
C4  12 7 13 10 9 14 11 12 14 102  11 20 14 19 15 11 12 19 15 136  133,33 
C5  7 10 11 8 10 10 7 8 10 81  19 16 17 14 16 15 12 15 14 138  170,37 
C6  8 12 10 10 8 12 15 10 11 96  16 17 17 18 14 16 18 17 16 149  155,21 
C7  9 14 15 14 13 15 11 12 13 116  17 16 15 16 8 13 7 15 11 118  101,72 
C8  6 8 14 8 6 8 12 11 10 83  12 8 13 8 7 10 15 13 12 98  118,07 
AMPc 
28D ESQ          ∑ DIR          ∑ D/E % 
AMP1  14 11 10 13 15 12 13 14 15 117  16 15 8 19 6 11 10 14 13 112  95,73 
AMP2  10 13 13 10 11 9 8 10 10 94  12 8 14 13 14 8 11 11 5 96  102,13 
AMP3  12 11 12 7 11 10 14 10 8 95  11 12 11 10 14 7 16 13 6 100  105,26 
AMP13  14 12 14 15 11 13 14 15 11 119  8 9 9 7 10 7 9 8 6 73  61,34 
AMP14  10 15 12 14 13 14 15 14 12 119  11 12 12 6 1 13 14 13 8 90  75,63 
AMP15  12 15 15 14 13 14 12 14 12 121  10 18 11 15 7 9 15 6 12 103  85,12 
AMP16  16 13 14 16 12 10 11 11 12 115  8 8 8 8 8 11 9 8 14 82  71,30 



































“Foi assim que pude ler meu primeiro conto em letras 
impressas... Em cada linha ia descobrindo o poder demolidor da 
letra impressa, pois o que eu havia construído com tanto amor e 
dor... revelou-se para mim como um monólogo arrevesado e 
inconsistente, que a duras penas agüentava de pé graças a três 
ou quatro frases consoladoras.” 
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